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"PROCESSO DE APLICAÇÃO DE PRECURSORES SINTÉTICOS
ESTEROÍDICOS DE BRASSINOSTERÓIDES, SEUS ANÁLOGOS
ESPIROSTANICOS E SEUS RESPECTIVOS COMPOSTOS DE INCLUSÃO EM
CICLODEXTRINAS COMO AGENTES CITOTÓXICOS E ANTITUMORAIS"
5 A presente invenção caracteriza-se pelo processo tecnologicamente inovador,
de obtenção de produto de liberação controlada de hormônios vegetais supo rtados
em ciclodextrinas para aplicações agrícolas.
Os brassinosteróides são uma nova e ampla classe de hormônios vegetais de
estrutura esteroídica, que mostram acentuada atividade promotora do crescimento
10 vegetal (M. D. Grove, F. G. Spencer, W. K. Rohwededer, N. B. Mandava, J. F.
Worley, J. D. Warthen Jr., G. L. Steffens, J. L. Flippen-Anderson & J. C. Cook Jr.,
Brassinolide, a plant growth promoting steroid isolated from EPassica napus pollen,
Nature, 281, 216-217 (1979)), no incremento da fertilidade e no aumento da
resistência a estresses abióticos tendo por isso importante aplicação agrícola (N.
15 Ikekawa & Y.-J. Zhao, Application of 24-epibrassinolide in agriculture, em H. G. H. G.
Cutler, T. Yokota & G. Adam (eds.), Brassinosteroids, Chemistry, Bioactivity &
Applications, American Chemical Society (ACS Symposium Series no. 474), ch. 24,
pp. 280-291 (1991); Y. Kamuro & S. Takatsuto, Practical application of
brassinosteroids in agricultural fields, em A. Sakurai, T. Yokota & S. D. Clouse (eds.),
20 Brassinosteroids - Steroidal Plant Hormones, Springer, Tokyo, ch. 10, pp. 223-241,
(1999); V. A. Khripach, V. N. Zhabinskii & A. E. de Groot, Pratica) applications and
toxicology, em V. A. Khripach, V. N. Zhabinskii & A. E. de Groot, Brassinosteroids, a
new class of plant hormones, Aademic Press, ch. 11, pp. 325-345, (1999)).
Para a síntese destes fitormônios são utilizadas como matérias-primas
25 esteróides naturais como o estigmasterol (I, Figura 1) e a diosgenina (II, Figura 1). A
partir do estigmasterol é sintetizada a 28-homocastasterona (Ill, Figura 1) e o 28-
homobrassinolídeo (IV, Figura 1) que são encontrados na natureza, e, a pa rtir da
diosgenina, uma sapogenina esteroídica, pode-se sintetizar os análogos dos BS.
Também alguns fármacos como a progesterona, estrógenos, progestágenos,
30 glicocorticáides e vitaminas D, (L. Fieser e M. F. Fieser, Steroids, Reinhold
Publishing Co., New York, 1959) são preparados através de modificações dos
esteróides naturais mais abundantes.
Partindo-se tanto do estigmasterol (I) como da diosgenina (II) a síntese parcial
dos brassinosteróides e seus análogos é realizada modificando-se os anéis A e B do
esqueleto esteroídico (Figura 2) através da tosilação da função alcoólica e
eliminação do grupo tosilato através de um rearranjo isoesteroídico formando os
5 isoálcoois IX ou X, respectivamente. Estes álcoois são oxidados com reagente de
Jones à isostigmastenona XI ou à isodiosgenona XII. Posteriormente são
preparados os derivados A2-insaturados XIII e XIV, respectivamente da série do
estigmasterol e da diosgenina seguindo-se a cis-diidroxilação do anel A para se
obter a 28-homocastasterona (III) ou o análogo espirostânico da castasterona (V).
10 O presente processo inovador, caracteriza-se pelo uso de tecnologia nacional,
a partir de um homônio vegetal sintetizado, de amplo espectro, microencapsulado
em uma matriz de origem biotecnológica, oriunda de fonte renovável, gerando um
produto supramolecular, em que a ação quimioterapêutica foi potencializada pela
modificação da suas propriedades físico-químicas.
15 São bem conhecidas as propriedades farmacológicas dos esteróides como os
antiinflamatórios, hormônios sexuais, anticoncepcionais, e medicamentos
cardioativos (L. Fieser e M. F. Fieser, Steroids, Reinhold Publishing Co., New York,
1959). Esteróides oxigenados podem ser considerados como potenciais agentes
quimioterapêuticos para o controle do crescimento seja de células normais seja de
20 células cancerígenas (G. J. Schroepfer Jr., Oxysterols: modulators of cholesterol
metabolism and other processes, Physiological Reviews 80: 361-554, 2000). Muitos
esteróides naturais polioxigenados exercem atividade citotóxica em células humanas
cancerígenas in vitro, outros podem resultar na formação de produtos com atividade
inibitória da divisão celular e diversos poliidroxisteróis sulfatados apresentam
25 significativa atividade antiviral (A. Aiello, E. Fattorusso & M. Menna, Steroids from
sponges: recent reports, Steroids 64: 687-714, 1999). Alguns análogos de
brassinosteróides da série do 28-homobrassinolídeo, além de apresentarem
atividade auxinica, também apresentam atividade antiviral (J. A. Ramirez, O. M. T.
Centurión, E. G. Gros & L. R. Galagowsky, Synthesis and bioactivity evaluation of
30 brassinosteroid analogs, Steroids 65: 329-337, 2000).
A obtenção de fitosteróis na dieta diminui a absorção de colesterol e o nível
deste no soro, desta forma despertando interesse em vários pesquisadores, com
atenções voltadas ao desenvolvimentó de novos alimentos funcionais,
especialmente os com alto conteúdo de fitosteróis para reduzir o nível de colesterol
no soro (Becel Pro-Active), associando-os às drogas hipoglicêmicas, obtendo-se
dramática redução de mortalidade e morbidade por doenças cardiovasculares (I.
	
5	 Wester, Cholesterol-lowering effect of plant sterols, Eur. J. Sci. Technol., 37-44
(2000)).
As propriedades físicas limitam sua aplicabilidade em alimentos. Ainda, a
eficácia da redução de colesterol parece ser dependente do estado físico de
preparação do esterol livre. A solubilidade de esteróis livres de plantas em óleos e
10 gorduras comestíveis é muito baixa. Esterificando esteróis com ácidos graxos
derivados de óleos vegetais foi solucionado o problema dê solubilidade. O uso de
ésteres de ácidos graxos de esteróis de plantas foi pela primeira vez aplicado
comercialmente em 1995 na Finlândia na margarina Benecol (I. Wester, Cholesterol-
lowering effect of plant sterols, Eur. J. Sci. Technol., 37-44 (2000); T. A. Miettinen,
	
15	 Phytosterols-what plant breeders should focus on, J. Sci. Food Agric., 81: 895-903
(2001)).
O mecanismo de redução da absorção do colesterol precisa ainda de maiores
esclarecimentos, mas há hipóteses desde -1981/85, quando foi mostrado que os
fitosteróis atuam reduzindo a solubilidade de micelas de colesterol e ainda possuem
20 mecanismos específicos nos sítios absortivos de enterócitos impedindo-os de seu
papel absortivo (P. J. H. Jones, D. E. MacDongall, F. Ntanios, C. A. Vanstone,
Dietary phytosterols as cholesterol-lowering agents in humans, Can. J. Physiol.
Pharmacol., 75: 217-227 (1997); R. E. Ostlund Jr., Phytosterols in human nutrition,
Annu. Rev. Nutr., 22: 533-549 (2002)).
25 Tendo em vista as considerações acima, foram sintetizados os intermediários
VII-X e XIII-XIV e seus respectivos compostos de inclusão e foram realizados
estudos visando conhecer suas atividades como agentes citotóxicos ou antitumorais.
Conhecendo-se a atividade antitumoral (L.A. Wallington, J. Durham, C.M.
Bunce, M.T. Drayson & G. Brown, Triiodothyronine blocks potentiation of HL60
30 monocyte byanyi-inflamatoty agents and by steroids and induce all-trans retinoic acid
"primed" cells, Leukemia Research, 21: 623-634, (1997); A.B. Awad, A. Downie, C.S.
Fink & U. Kim, Dietary phytosterol inhibits the growth and metastasis of MDA-MB-231
human breast cancer cells grown in SCID mice, Anticancer Research 20: 821-824,
(2000); S. Moalic, B. Liagre, C. Corbière, A. Bianchi, M. Dauça, K. Bordji & J.L.
Beneytout, A plant steroid, diosgenin, induces apoptosis, cell cycle arrest and COX
activity in osteosarcoma cells, . FEBS Letters, 506: 225-230, (2001); D. Quilliot, F.
5 Boman, C. Creton, X. Pelletier, J. Floquet & G. Debry, Phytosterols have an
unfavourable effect on bacterial activity and no evident protective effect on colon
carcinogenesis, European Journal of Cancer Prevention 10(3): 237-243, (2002)),
onde há indução de apoptose pelos esteróides polioxigenados, tanto de origem
vegetal como marinha, foram realizados os estudos de citotoxicidade em células da
	10	 leucemia promielocítica humana (HL60), com os 6 intermediários sintetizados.
A leucemogênese é um fenômeno complexo caracterizado por anomalias de
proliferação e diferenciação resultando em bloqúeio de maturação e expansão clonal
de células leucêmicas (S. Uzunoglu, R. Uslu, M. Tobu, G. Saydam, E. Terzioglu, F.
Buyukkececi, & S.B. Omay, Augmentation of methylprednisolone-induced
15 differentiation of myeloid leukemia cells by serine/threonine protein phosphatase
inhibitors. Leukemia Research 23: 507-512, (1999).
As células da leucemia mielóide humana constituem a primeira linhagem de
células mielomonocíticas humana com características diferentes (J.S. Collins, W.F.
Ruscetti, R.E. Gallagher, R.C. Gallo, Terminal differentiation promyelocytic leukemia
20 cells induced by dimetyl sulfoxide and other polar compounds, Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA 75: 2458-2462, 1978), sendo um modelo apropriado para estudos de regulação
da proliferação e diferenciação celular. Estas características são importantes na
investigação de tratamentos menos agressivos de leucemia, visto que foi
demonstrado que algumas destas linhagens de células são induzidas à
25 diferenciação, in vitro, por uma ampla variedade de compostos (T. R. Breitman,
Growth and differentiation of human myeloid leukemia cell line HL60, Methods in
Enzymology, 190: 118-130, (1990); L. Verlinden, A. Verstuyf, C. Mathieu, B.K. Tan &
R. Y. Bouillon, Differentiation Induction of HL60 cells by 1,25(OH)2D3, all Trans
Retinoic Acid, rTGF-132 and their combinations. J. Steroid Biochem. Molec. Biol., 60:
30 87-97 (1997); Honma, H. Tobe, M. Makishima, A. Yokoyama & J. Okabe-Kado,
Induction of differentiation of myelogenous leukemia cells by humulone, a bitter in the
hop. Leukemia Research, 22: 605-610, (1998)). Isto possibilitou um tipo de terapia
6
para a leucemia (M.E. Huang, C. Ye, S. R. Chen, J.R. Chai, J.X. Lu, L. Zhoa, L.J. Gu
& Z.Y. Wang, Blood, 72: 567 (1988)).
Além de verificar a atividade biológica de um composto, é de fundamental
importância determinar a sua toxicidade, ou seja, deve-se analisar o efeito
5 terapêutico versus a toxicidade determinando -se seu índice terapêutico. A demanda
atual condiciona que novas drogas, cosméticos, aditivos alimentares e outras
matérias primas, passem por testes de toxicidade extensos antes de serem liberados
para uso (R. Ian Freshney (1994) Culture of animal cells: a manual of basic
technique (eds. John Wiley & Sons) Wiley-Liss, pp 287-303). 0 estudo toxicológico in
10 vivo consome um grande número de animais, o qual acarreta alto custo financeiro,
além dos aspectos éticos questionados por entidades protetoras de animais. Devido
a esses fatores, existem pressões, de ordem econômica e humana, para que parte
dos testes de toxicidade sejam realizados in vitro (citotoxicidade).
Dentre as diversas linhagens celulares disponíveis existe a linhagem V79,
15 oriunda de fibroblasto de pulmão de hamster chinês, a qual é um tipo celular muito
utilizado em ensaios de citotoxicidade e mutagenicidade (P.S. Melo, N. Durán, & M.
Haun, Cytotoxicity of prodigiosin and benznidazole on V79 cells, Toxicology Letters,
16: 237-242, (2001)). Algumas características desta linhagem colaboraram para o
seu uso em ensaios de toxicidade, como por exemplo, a alta velocidade de
20 proliferação e eficiência de clonagem, estabilidade do cariótipo e manutenção das
características iniciais após criopreservação (J.A Rodriguez, M. Haun, Cytotoxicity of
trans-dehydrocrotonin from Croton cajucara on W9 cells and rat hepatocytes. Planta
Medica, 65: 522-526, (1999); P.S. Melo, N. Durán, M. Haun, Cytotoxicity of
derivatives from dehydrocrotonin on V79 cells and Escherichia coll. Toxicology 159:
25	 135-141, (2001)).
A alta capacidade de biotransformação do fígado permite uma eficiente
eliminação do composto tóxico, mas também faz do fígado o principal órgão lesado
devido à toxicidade de diversos compostos (H. Seibert, M. Balls, J.H. Fentem, V.
Bianchi, R.H. Clothier, P.J. Dierickx, B. Ekwall, M.J. Garle, M.J. Gómez-Lechón, L.
30 Gribaldo, M. Gülden, M. Liebsch, E. Rasmussen, R. Roguet, R. Shrivastava & E.
Walum, Acute toxicity testing in vitro and the classification and labelling of chemicals.
Alternative to, Laboratory Animals, 24: 499-510, (1996)). Devido a mecanismos
fisiológicos importantes tanto do ponto de vista metabólico quanto toxicolágico, que
ocorrem no fígado, muitos sistemas experimentais in vitro que utilizam preparações
de fígado vêm sendo desenvolvidos (F. Paillard, F. Finot, I. Mouche, A. Prenez, &
J.A. Vericat, Use of primary cultures of rat hepatocytes to predict toxicity in the early
5 development of new chemical entities, Toxicology In Vitro, 13: 693-700, (1999)). 0
sistema citocromo P450 é essencial à biotransformação de numerosos compostos
químicos tais como drogas, carcinógenos, esteróides, pesticidas, hidrocarbonetos e
outros produtos naturais.
A avaliação da atividade antineoplásica foi verificada em células HL60
10 obtendo-se valores de IC 50 em torno de 100 pM para os compostos III e V(Tabela 1).
Este efeito antineoplásico foi devido à citotoxicidade.,e à indução de mo rte
celular por apoptose. A indução de apoptose nestas células foi verificada através
das alterações morfológicas características deste processo de mo rte celular.
15	 Tabela 1: Valores de IC50 determinados em cultura de células HL60
Compostos Redução do MTT Atividade Fosfatásica Conteúdo Protéico
I IC5o=200pM ND ND
XIII IC40=300µM IC40=250µM ND
XI ND ND ND
III IC50=22504 IC50=100µM ND
H IC5o=1 5pM IC5o=25pM ND
V ND ND ND
XIV ND IC40=200µM ND
XII IC5o=104M ND ND
ND: nestes ensaios os compostos em questão não apresentaram toxicidade até
300pM.
Obs: os valores na tabela referem-se aos IC 50 (concentração que inibe 50%
da viabilidade celular) exceto os marcados entre parênteses.
20 Para a avaliação da toxicidade basal o sistema apresentado neste processo
para a avaliação da viabilidade relativa, utilizou células do tipo fibroblástìco da
linhagem estabelecida em cultura, V79 clone M-8, obtidas do pulmão de Hamster
chinês e cultura de células hepáticas primárias oriunda do fígado de ratos Wistar.
A citotoxidade foi determinada por 4 diferentes técnicas: a análise do
conteúdo de ácidos nucléicos, a incorporação do vermelho neutro (VN) e a medida
indireta da atividade da desidrogenase mitocondrial (MIT) e a atividade de fosfatase.
A citotoxicidade em cultura de hepatócitos e células V79 foi avaliada por
5 métodos descritos anteriormente utilizando-se as técnicas de redução do MTT
(MTT), incorporação do vermelho neutro (VN) e conteúdo de ácidos nucléicos (DNA)
para os dois tipos celulares investigados. Na cultura de hepatócitos foi acrescida aos
métodos investigados a dosagem da atividade fosfatásica (AP) (H. Aoyama, P.S.
Melo, P.A. Granjeiro, M. Haun & C.V. Ferreira, Cytotoxicity of okadaic acid and
10
	
	 kinetic characterization of protein tyrosine phosphatase activity in V79 fibroblasts.
Pharmaceutical and Pharmacology Communications; 6: 331-334 (2000)).
Os valores de IC50 (concentração que inibe 50% a viabilidade celular), foram
obtidos graficando-se os valores de viabilidade celular versus as concentrações dos
substratos utilizados.
15 Valores de IC50 entre 300 a 1000 pM indicam a baixa citotoxicidade dos
compostos sobre a cultura de células de hepatócitos (Tabela 2). Valores similares
foram determinados em cultura de células V79 (Tabela 3) sendo que neste modelo
de investigação da citotoxicidade os derivados V e XII foram mais tóxicos (IC50 em
torno de 50 pM). Esta diferença de citotoxicidade de acordo com o tipo de modelo
20 celular empregado (células V79 ou hepatócitos) indica que os compostos estão
sendo biotransformados pelo sistema P450 originando metabólitos menos tóxicos.
Tabela 2: Valores de IC50 determinados em cultura de hepatócitos
Compostos MTT DNA AP VN
I 1000 1000 1000 1000
XIII 1000 1000 1000 1000
III 1000 1000 1000 1000
XI 1000 1000 (IC3o) ND 1000 (IC30)
II 1000 1000 1000 1000
XIV 700 1000 (IC20) 1000 (IC20) 1000 (IC40)
V 300 1000 1000 (IC4o) 350
XII 1000 (IC30) 1000 (IC2o) ND 1000 (IC2o)
Obs: os valores na tabela referém-se aos IC 50 (concentração que inibe
50% da viabilidade celular) exceto os marcados entre parênteses. ND:
sem toxicidade até 1000 pM. AP: atividade fosfatásica
5 Tabela 3: Valores de IC 50 determinados em cultura de células V79
Compostos MTT DNA VN
I 300 300 (IC 10) 300 (IC1o)
XIII 300 300 300(IC1o)
III 300 (IC30) 300 (IC30) 300(IC30)
XI 300 300 300(IC15)
II 40 90 120
XIV 300 (IC4o) 60 300(IC40)
V 30 50 50
XII 150 60 200
Obs: os valores na tabela referem-se aos IC 50 (concentração que inibe 50% da
viabilidade celular) exceto os marcados entre parênteses.
Um fato impo rtante que deve ser discutido neste trabalho é a relação in vivo –
in vitro dos resultados obtidos no estudo dos fitosteróis. Um dos objetivos
10 fundamentais no desenvolvimento dos testes in vitro é conseguir estabelecer
correlações com os valores de toxicidade in vivo o que permite reduzir o número de
animais usados em experimentos de laboratório. Após estudar as correlações entre
as toxicidades in vivo (LD50) e as citotoxicidades (IC 50) de 44 compostos químicos,
Halle & Spielman (W. Halle & H. Spielmann, Two procedures for the prediction of
15 acute toxicity (LD 50) from cytotoxicity data, ATLA – Altern. Lab Anim. 20: 40-49,
1992) graficando todos os valores de LD 50 e IC50 obtidos por diferentes técnicas para
os 44 compostos criaram uma equação que relaciona os valores de IC5 0 obtidos nos
ensaios com células V79 e as LD50 esperadas para testes de toxicidade oral aguda
em ratos. De acordo com esta equação e utilizando os valores das IC 50 obtidas nos
20 testes de citotoxicidade em células V79 (30 –300), a LD 50 esperada na toxicidade
oral aguda para os fitosteróis em ratos seria de aproximadamente 60-800 mg/kg.
Compostos apresentando estes valores de LD50 são considerados como possuindo
uma toxicidade intermediária. Os valores de IC50 para os fitosteróis em cultura de
células V79 encontra-se na mesma faixa de alguns fármacos de uso comum, como
por exemplo o diazepam (1050 = 209 pM), propanolol (IC50 =120 pM), indometacina
5 (IC50 = 170 pM) e fenilbutazona (1050 = 660 pM) (W. Halle & H. Spielmann, Two
procedures for the prediction of acute toxicity (LD50) from cytotoxicity data, ATLA –
Altern. Lab Anim. 20: 40-49, 1992).
Em conclusão, após estudar o efeito antitumoral sobre as células HL60
constatou-se que alguns dos fitosteróis avaliados possuem efeito citotóxico sobre
10 esse modelo tumoral, com uma eficácia similar a outras drogas utilizadas atualmente
na terapêutica tumoral. Na avaliação dos efeitos citotóxicos destes compostos sobre
as células V79 foi observada uma citotoxicidade do tipo basal, ou seja, uma
toxicidade inespecífica. Na cultura primária de hepatócitos foi constatada uma menor
citotoxicidade quando comparada com a cultura de células W9. Estes resultados
15 indicam que os fitosteróis são metabolizados pelo sistema de detoxificação hepático
sendo por isso menos tóxicos sobre células metabolicamente ativas. Essa menor
citotoxicidade após metabolização assegura que in vivo os compostos terão menor
toxicidade.
Estudos semelhantes foram realizados com os respectivos compostos de
20 inclusão dos esteróides anteriormente estudados. Os compostos de inclusão
apresentam características diferenciadas principalmente no que diz respeito a sua
biodisponibiliddade apresentando uma liberação controlada do princípio ativo.
O princípio básico do sistema de liberação controlada é o de liberar
lentamente certa quantidade de um princípio ativo para um alvo específico por um
25 determinado intervalo de tempo, de forma eficiente e precisa. O dispositivo de
liberação controlada pode ser usado para minimizar propriedades indesejáveis dos
princípios ativos permitindo projetar e desenvolver muitos materiais de alto
desempenho [Peppas, N.A. & Langer, R., Science, (1994), 263, 1715-1720;
Biomedical Applications of Synthetic Biodegradable Polymers, Ed. Hollinger, J.O.,
30 CRC Press (1995); Handbook of Biodegradable Polymers, Eds. Domb, A.J., Kost, J.,
Wiseman, D.M., Harwood Academic Publishers (1997); Langer, R., Nature, (1998),
392 Supple., 5-10]
b
Muitos materiais, ciclodextrinas, polímeros biodegradáveis, liposomas, micro e
nano emulsões e etc, são usados para suportar e liberar lentamente princípios ativos
tais como drogas, pesticidas, fragrâncias, aromatizantes, substâncias fotossensiveis
ou sensíveis ao ar, substâncias lipo e hidrossolúveis, etc., possibilitando desta
5 forma, uma ampla aplicação em processos químicos e biotecnológicos.
Os sistemas de liberação controlada apresentam várias vantagens como por
exemplo a de manter os níveis do princípio ativo em concentrações terapêuticas
desejadas; diminuir a dosagem em função de urna melhor biodisponibilidade;
diminuir a quantidade de princípio ativo a ser usado; e o de diminuir os efeitos
10	 colaterais devido à falta de especificidade de ação do princípio ativo.
As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos obtidos a partir de processo
biotecnológico, por degradação enzimática do amido de milho. Elas são produzidas,
através de tecnologias de baixo impacto ambiental, em milhares de toneladas por
ano, com custo de produção relativamente baixo, tornando viável sua ampla
15 aplicação para propósitos industriais. A principal propriedade das ciclodextrinas é a
sua habilidade de alterar as propriedades físico-químicas e biológicas de princípios
ativos. São isoladas como moléculas na forma de um tronco de cone apresentando
uma cavidade hidrofóbica, tendo em suas bordas grupos hidroxilas, caracterizando-
se desta forma como sistemas micro-heterogêneos. Suas cavidades podem
20 estabelecer interações através de forças intermoleculares com moléculas, íons ou
radicais, atuando como espécie química hospedeira. O complexo molecular formado
é denominado composto de inclusão ou composto supramolecular.
Entre todos os materiais potencialmente hospedeiros, as ciclodextrinas são as
mais importantes pelas seguintes razões: os compostos de inclusão podem ser
25 formados facilmente; as ciclodextrinas são produtos semi-naturais obtida de fonte
renovável; qualquer de seus efeitos tóxicos são secundários e podem ser eliminados
utilizando-se derivados, ou modificando-se o modo de aplicação; as ciclodextrinas
podem ser consumidas por humanos fazendo parte hoje de excipientes
farmacêuticos, de fármacos, alimentos e cosméticos.
30 O número crescente de patentes tecnológicas e publicações relacionadas a
compostos de inclusão com ciclodextrinas mostra o importância estratégica dessas
matrizes para obtenção dos mais diversos materiais relacionados à diversas
aplicações como: trocadores iônicos, catalisadores, microencapsuladores de
fragrâncias e princípios ativos de drogas, etc.[Szejtli, J., Chemical Reviews, (1998),
98, 1743-1753; Szejtli, J., Journal Materials. Chemistry, (1997), 7, 575-587; Hedges,
A. R., Chemical Reviews, (199$), 98, 2035-2044; Szejtli, J. et all.,(1995) US Patent
5	 ÚS5425881; Rajewski, R. A. & Stella, V., Journal Pharmaceutical Sciences, (1996),
85, 1142-1169] .
Figura 1 – Estigmasterol (I), diosgenina (II), brassinosteróides naturais 28-
homocastasterona (III) e 28-homobrassinolídeo (IV) e análogos espirostânicos V e
VI, respectivamente, da castasterona e do brassinolídeo.
10 Figura 2 – Esquema geral de preparação dos intermediários sintéticos (VII a XIV) da
28-homocastasterona (III) e do análogo espirostânico da castasterona (V).
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"PROCESSO DE APLICAÇÃO DE PRECURSORES SINTÉTICOS ESTEROIDICOS
DE BRASSINOSTERÓIDES, SEUS ANÁLOGOS ESPIROSTÂNICOS E SEUS
RESPECTIVOS COMPOSTOS' DE INCLUSÃO EM CICLODEXTRINAS COMO
5 AGENTES CITOTÓXICOS E ANTITUMORAIS"
A presente invenção descreve a atividade citotóxica em células de
mamíferos, em cultura primária de hepatócitos e atividade antitumoral em células
leucêmicas tipo HL60, dos precursores sintéticos esteroidais da síntese de
brassinosteróides/BS (homocastasterona) (a partir do estigmasterol) e de análogos
lo de BS (a partir da diosgenina) e seus respectivos compostos de inclusão em
ciclodextrinas.
Neste processo, as células utilizadas nos experimentos foram do tipo
fibroblástico, (V79 clone M-8), oriunda de pulmão de hamster chinês, a cultura
primária de hepatócitos obtidas de fígado de rato macho Wistar, e células de uma
15	 linhagem promielocitica humana (HL60).
Os compostos utilizados foram os derivados do estigmasterol I, (22E)-60-
hidroxi-3a,5-ciclo-5a-estigmast-22-eno (isostigmasterol) IX, (22E)-6-oxo-3a,5-ciclo-
5a-estigmast-22-eno (isostigmastenona) XI, (22E)-6-oxo-5a-estigmasta-2,22-dieno
XIII e 28-homocastasterona III e da diosgenina II, (25R)-6J3-hidroxi-3a,5-ciclo-5a-
20 espirostano (isodiosgenina) X, (25R)-6-oxo-3a,5-ciclo-5a-espirostano
(isodiosgenona) XII, (25R)-6-oxo-5a-espirost-2-eno XIV e (25R) -2a,3a-diidroxi -6-
oxo-5a-espirostano V e respectivos compostos de inclusão dos derivados
esteroidais os quais foram avaliados em células V79, hepatócitos e ativos na
indução de apoptose e ação antineoplásica em células HL60.
